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(57) Abstract O 



The invention concerns novel nucleoside or 
nucleotide fluorescent conjugates, useful in particular 
for detecting, locating and/or isolating nucleic acids 
or molecules of biological or clinical interest with 
nucleoside structure or capable of interacting with 
nucleic acids. The invention also concerns polynu- 
cleotides comprising at least a nucleotide fluorescent 
conjugate. 

(57) Abrege 

L* invention concerne de nouveaux conjugu6s 
fluorescents de nucleosides ou de nucleotides, utilis- 
ables notamment pour d6tecter, localiser et/ou isoler 
des acides nucteiques ou des molecules d'int£r&t bi- 
otogique ou cliniquc a structure nuc!6osidique ou 
susceptibles dMnt£ragir avec des acides nuc!6iques. 
L' invention conceme 6galement les polynucleotides 
comprenant au moins un conjugue* fluorescent de 
nucleotide. 
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Nouveaux coniuoues fluorescents de nucleosides ou de nucleotides, leur 
precede de preparation et leurs utilisations . 

L'invention conceme de nouveaux conjugues fluorescents de nucleosides 
ou de nucleotides, utilisables notamment pour detecter, localiser et/ou isoler des 
5 acides nucleiques ou des molecules d'interet biologique ou clinique a structure 
nucleosidique ou susceptibles d'interagir avec des acides nucleiques. 

Dans la suite de la description, les abreviations suivantes seront utilisees : 

ARN : acide ribonucleique 

ADN : acide desoxyribonucleique 
10 A : Adenosine 

C : Cytidine 

G : Guanosine 

T : Thymidine 

U : Uridine 
15 i : Inosine 

suffixe MP : monophosphate 

suffixe DP : diphosphate 

suffixe TP : triphosphate 

prefixe d : desoxy. 

20 Une reaction de synthese enzymatique d'ADN emploie une matrice d'ARN 

ou d'ADN, une amorce oligonucleotidique de sequence complementaire a un 
segment de la matrice, une enzyme appropriee et quatre desoxynucleotides dATP, 
dCTP, dGTP et dTTP (ou dUTP). Diverses enzymes sont connues, comme E. Coli 
DNA polymerase, T7 DNA polymerase, le fragment de Klenow de la DNA 

25 polymerase, la Taq DNA polymerase, une transcriptase inverse, auxquelles on 
peut ajouter la terminal nucleotidyl transferase qui presente la parbcularite de ne 
pas necessiter de matrice. La synthase d'ARN se fait de fagon similaire sinon que 
les amorces et matrices requises sont differentes et que des ribonucleotides (ATP, 
CTP, GTP et UTP) sont utilises en presence de RNA polymerases. 

30 Les nucleotides ou polynucleotides peuvent etre marques radioactivement 

( 3 H f K P. 14 C, ou 125 l). 

Uutilisation de molecules marquees presente les inconvenients 
classiquement associes avec les isotopes radioactifs qui sont les risques lies a la 
radioactivite ainsi qu'un stockage et une disponibilite limites due a la decroissance 

35 radioactive et aux phenomenes de radiolyse. 
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Le marquage chimique au niveau des nucleotides ou des polynucleotides, 
permettant d'eviter ces inconvenients, a ete decrit dans la literature. Notamment, 
on a decrit le marquage par de la biotine de nucleotides derives du dUTP ou de I'UTP 
(Langer P.R., Waldrop A.A., Ward D.C., 1981 ; Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 78, 

5 6633-37). Ce sont des derives dans lesquels la biotine est liee a la position C-5 du 
noyau pyrimidine par un bras alkylamine. Ces nucleotides marques sont incorpords 
in vitro dans des polynucleotides par Taction de polymerases a ADN ou a ARN (EP 
0 063 879) et permettent une detection colorimetrique d'acides nucleiques par une 
reaction de « dot-blot » (Leary J. J., Brigati D.J. and Ward D.D. ; 1983 ; Proc. Natl. 

10 Acad. Sci. USA, 80, 4045-49). 

D'autres analogues de nucleotides marques a la biotine bases sur des 
derives de la N-4-aminoalkyl-desoxy-cytidine et de la N-6-aminoalkyl- 
desoxyadenosine sont decrits dans le brevet US 4,828,979 et dans Gebegehu 
G.G. etal. Nucleic. Acids. Res ; 1987, 15, 4513-4534. 

15 Des derives de dUTP, de dATP substitue par de la biotine en position C-8, 

ainsi que la possibility de substitution en C-7 d'une 7-deazapurine sont egalement 
decrits (EP 0 063 879). 

Le derive Bio-15-dGTP a egalement ete decrit (Gilliam I.C. and Tener 
G.M. ; 1989 ; Nucleoside & Nucleotide ; 8, 1453-62). Des derives fluorescents tels 

20 que la fluoresceine ou la rhodamine peuvent etre incorpores dans un acide 
nucleique par ('intermediate d'un nucleoside triphosphate (dATP, dUTP, dCTP) 
marque (WO 93 19206). Une discussion sur la position des substitutions sur les 
purines et pyrimidines ainsi que sur la nature des bras espaceurs utilisables pour le 
marquage des didesoxynucleotides avec des derives de la fluoresceine, bien que 

25 dediee aux terminateurs de chaine pour le sequensage, donne une vue 
d'ensemble de la chimie des nucleotides marques (Confalone P.T., 1990, J. 
Heterocyclic Chem., 27, 31-46). 

^utilisation conjointe de nucleosides triphosphate marques a Taide de 
traceurs differents (Biotine-11-dUTP, dig-11-dUTP et FITC-11dUTP) permet une 

30 visualisation simultanee de sequences differentes tors d'une hybridation (RIED T. 
etal. Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1992), 89, 1388-1392). 

L'incorporation de desoxynucleotides marques a la fluoresceine tels que 
FI-dUTP ou FI-dCTP est egalement effectu§e en ne substituant que partiellement 
le nucleotide naturel par le compose marque, dCTP / FldCTP « 2:1 (WO93/19206). 

35 Ce meme brevet decrit que par un choix de Tenzyme et des conditions experimentales, 
il est possible de substituer la totalite d'un nucleotide par un nucleotide marque. 
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Les donnees de la litterature montrent que I'efficacite d'incorporation d'un 
conjugue de triphosphate est modifiee par le couplage d'une molecule comme la 
biotine et dans une moindre mesure par la presence du bras permettant le couplage. 

Par exemple, dans une reaction de « nick-translation » en presence d'une 
5 polymerase a ADN, les taux d'incorporation de divers analogues de triphosphates 
ont ete compares au nucleoside naturel pris comme reference (100 % 
d'incorporation) pour un meme temps de reaction (90 min) (Gebeyehu G. et al. 
Nucleic Acids Res., 1987, 15, 4525). 

Les molecules conjuguees a des triphosphates de nucleosides 
10 (Goodchild, J. Bioconjugate chem., 1990, p171 ; Kricka J. Non isotopic Blotting, 
and Sequencing 1995 Academic Press p47 ; Zhu Z. et al. Nucleic Acids Res., 
1994, 3418-3422) sont des molecules de taille relativement petites (<800Da), soit 
neutres soit chargees negativement et de forme essentiellement plane et par 
consequent, leur encombrement est reduit mais suffisant pour perturber 
15 Tincorporation enzymatique du nucleoside triphosphate. 

On a maintenant trouve de nouveaux conjugues de nucleosides ou de 
nucleotides comprenant : 

- un ribo- ou desoxyribo-nucleoside ou nucleotide natif ou chimiquement 
modifie ou conjugue a une ou plusieurs molecules marqueur(s), dont au moins un 

20 atome de carbone du cycle ou un atome d'azote exocyclique du cycle purique ou 
pyrimidique ou encore un atome de carbone du cycle pentofuranose est 
susceptible d'etre implique dans une liaison avec un marqueur fluorescent et 

- au moins un marqueur fluorescent lie au(x)dit(s) atome(s) constitue par 
un oyptate de terre rare. 

25 Dans un aspect prSfere, lesdits conjugues comprennent : 

- un ribo- ou desoxyribo-nucleoside ou nucleotide natif ou chimiquement 
modifie ou conjugue a une ou plusieurs molecules marqueur(s), dont au moins un 
atome de carbone du cycle ou d'azote exocyclique du cycle purique ou pyrimidique 
est susceptible d'etre implique dans une liaison avec un marqueur fluorescent, et 

30 - au moins un marqueur fluorescent lie au(x)dit(s) atome(s) constitue par 

un cryptate de terre rare. 

Lesdits conjugues peuvent etre utilises dans toutes les applications des 
nucleosides ou nucleotides marques sans presenter d'inconvenients majeurs 
d'utilisation et presenters notamment une capacite elevee a etre incorpores dans 

35 de I'ADN simple brin ou double brin. 



WO 99/18114 



4 



PCT/FR98/02111 



Ces proprietes sont d'autant plus surprenantes que les cryptates de terre 
rare sont des molecules de masse moleculaire elevee (superieure £ 1400 Da), 
possedant une structure tridimensionnelle qui presente plus d'encombrement 
sterique qu'une molecule globalement plane, et ayant un caract6re ionique 

5 provenant de la presence de I'ion complexe qui leur confere une charge positive. 

Du fait de ces caracteristiques structurales, on pouvait s'attendre a ce que 
les charges positives d'un cryptate de terre rare interagissent fortement avec les 
charges negatives du groupe triphosphate et modifient sa rdactivite ainsi que les 
qualites de fluorescence du cryptate. 

10 Egalement, I'activite des enzymes telles que les polymerases etant 

sensibles a la presence et a la concentration de certains ions ou agents 
compiexants dans le milieu reactionnei, on pouvait s'attendre a ce que les 
conjugues selon Tinvention entrainent une forte diminution de Incorporation des 
nucleotides triphosphates, et done un faible rendement, notamment lors d'une 

15 synthese de polynucleotides. 

De maniere surprenante, les resultats obtenus en utilisant les conjugues 
selon Tinvention montrent que, non seulement les cryptates de terre rare n'ont pas 
d'influence dgfavorable dans les applications qui font intervenir des reactions 
enzymatiques, mais conservent leurs proprietes fluorescentes intrinseques. 

20 De maniere avantageuse, on a egalement trouve que les conjugues selon 

Tinvention presentment de nouvelles caracteristiques de fluorescence et, en 
particulier, que la duree de vie d'emission de Tion de terre rare complexe etait 
significativement augmentee. 

Lesdits conjugues peuvent done etre utilises a titre de marqueurs 

25 fluorescents dans toutes les utilisations dans lesquelles on effectue une detection 
quantitative ou qualitative par mesure de la fluorescence directe ou indirecte. 

Dans un aspect prefere, Tinvention conceme des conjugues fluorescents 
de nucleotides comprenant un ribo-nucleotide choisi parmi AMP, ADP, ATP, GMP, 
GDP, GTP, CMP, CDP, CTP, UMP, UDP, UTP, TMP, TDP, TTP, 2Me AMP, 2Me 

30 ADP, 2Me ATP, 1Me GMP, 1Me GDP, 1Me GTP, 5Me CMP, 5Me CDP, 5Me CTP, 
5MeO CMP 5MeO CDP, 5MeO CTP, 7-deaza-ATP, 7-deaza-GTP ou, le cas 
echeant, un desoxyribo-nucleotide choisi parmi les desoxy- ou didesoxy- 
ribonucleotides correspondants a ces ribonucleotides, et en particulier 

- les derives de la 2 , -desoxy-uridine-5 , -triphosphate ou de Turidine-5- 

35 triphosphate fonctionnalises en position 5 de la base (principalement squelette 
aminoallyle ou aminopropyne), 
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- les derives de la 2 -desoxy-cytidine-S'-triphosphate ou de la cytidine-5 - 
triphosphate fonctionnalises en position 4 ou 5 de la base (principalement 
squelette aminoallyle ou aminopropyne pour la position 5), 

- les derives de la 2*-desoxy-adenosine-5-triphosphate ou de l'ad6nosine- 
5 5'-triphosphate fonctionnalises en position 6 ou 8 de la base, 

- les derives de la 2'-desoxy-guanosine-5'-tripho$phate ou de la 
guanosine-5-triphosphate fonctionnalises en position 6 ou 8 de la base, 

- les derives de la 2-desoxy-7-deaza-adenosine-5'-triphosphate ou de la 
7-deaza-adenosine-5'-triphosphate fonctionnalises en position 7 de la base, et 

10 - les derives de la 2-desoxy-7-deaza-guanosine-5 -triphosphate ou de la 

7-deaza-guanosine-5-triphosphate fonctionnalises en position 7 de la base. 

Les nucleotides utilisables aux fins de I'invention comprennent egalement 
des nucleotides modifiees chimiquement sur la parte triphosphate, en particulier 
les derives a-thiotriphosphates. 

15 Selon un autre aspect, I'invention concerne des conjugues fluorescents de 

nucleosides dans lesquels le ribo- ou desoxyribo-nucleoside est choisi parmi A, G, 
C, U, T, les d6soxy- ou didesoxynudeosides correspondants, et leurs analogues 
chimiquement modifies, et en particulier la 3'-azido-3'-desoxythymidine et ses 
derives ; et les analogues 2\ 3'-dideoxy de A, T, C, G, U, I. 

20 Le marqueur fluorescent est constitue par un cryptate de terre rare choisi 

de preference parmi les cryptates de terbium, d 'europium, de samarium ou de 
dysprosium. 

Dans la suite de la description, la notion de « cryptate »ainsi que la 
nomenclature des macrocycles et polycycles utilisables sont telles que definies par 
25 J.M. Lehn dans Struct. Bonding (Berlin), 16, 1, 1973 et dans Acc. Chem. Res. 11, 
49 (1978). 

Selon un aspect prefers, ledit cryptate de terre rare est constitue d'au 
moins un sel de terre rare complexe par un compose macropolycyclique de formule 
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dans laquelle Z est un atome ayant 3 ou 4 valences, R est rien ou represente 
rhydrogene, le groupe hydroxy, un groupe amino ou un radical 
hydrocarbone, les radicaux bivalents ® . d) et © , sont independamment I'un 
de I'autre des chaines hydrocarbonees qui contiennent eventuellement un ou 
5 plusieurs heteroatomes et sont eventuellement interrompues par un 
heteromacrocycle, au moins Tun des radicaux ® , (§) et ® comportant de plus 

au moins un motif moleculaire ou etant essentiellement constitue par un motif 
moleculaire, ledit motif moleculaire poss6dant une 6nergie de triplet superieure a 
celle du niveau emissif de I'ion de terre rare complexe. 

10 De preference, il s'agit d'un cryptate de formule (I) ci-dessus dans laquelle 

le motif moleculaire est choisi parmi la phenanthroiine, Tanthracene, le benzene, le 
naphtalene, les bi- et ter-phenyle, Tazobenzene, I'azopyridine, la pyridine, les 
bipyridines, les bisquinoleines et les composes de formules ci-apres : 
- C2H4 - Xi - C6H4 - X2 - C2H4 - 

15 - C2H4 - Xi - CH2 ~ C6H4 - CH2 - X2 - C2H4 - 

Xi et X2 pouvant etre identiques ou differents designent Toxygene, Tazote 
ou le soufre, 




20 X 6tant Toxygene ou rhydrogene. 
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Dans un aspect avantageux, le marqueur fluorescent est un cryptate de 
terre rare constitue de lion terbium ou europium complex^ par I'un des composes 
macrocycliques ci-apres : 

(22)phenanthroline ; (22)phenanthroline amide ; (22)anthracene ; 
5 (22)anthracene amide ; (22)bi-isoquinoleine ; (22)biph6nyl-bis-pyridine ; 
(22)bipyridine ; (22)bi-pyridine amide ; les macropolycycles tris-bipyridine, tris- 
phenanthroline, phenanthroline-bis-bipyridine, bi-isoquinoleine-bis-bipyridine, bis- 
bipyridine diphenylbipyridine. 

Un marqueur particulierement avantageux est le cryptate d'europium Eu 
10 tris bipyridine. 

De tels composes sont par exemple decrits dans le brevet EP 180 492. 
On peut egalement utiliser des composes macropolycycliques cryptates 
complexant des ions de terre rare dans iesquels le motif moleculaire est choisi 
parmi ies bipyrazines, les bipyrimidines et les heterocycles azotes comportant des 
15 groupes N-oxydes. 

Des composes macropolycycliques a unites bipyrazines sont decrits dans 
F. Bodar-Houillon etal., New J. Chem., 1996, 20, 1041-1045. 

Des composes macropolycycliques a unites bipyrimidines sont decrits 
dans J. M. Lehn et al., Helv. Chim. Acta, 1992, 75, 1221. 
20 Des composes macropolycycliques comprenant des heterocycles azotes 

comportant des groupes N-oxydes sont decrits dans J.M. Lehn et al., Helv. Chim. 
Acta, 1991,74, 572. 

Le cryptate de terre rare utilise comme marqueur fluorescent peut 
egalement etre constitue d'au moins un sel de terre rare cornplexe par un compose 
25 macropolycyclique repondant a Tune des formules II ou III ci-aprfes : 
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— N 




est I'un des cycles suivants 



N — 



1) N , s N- 



n = 0 ou 1 

macrocycle [N 2 OJ ou cycle (22) 
macrocycle [N 2 OJ ou cycle (21) 



10 
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macrocycle bis-pyridine 



- Y est un groupe ou un bras d'espacement qui est constitue par un radical 
organique bivalent, choisi parmi les groupes alkylene lineaires ou ramifies en Ci d 

5 C20 contenant eventuellement une ou plusieurs doubles liaisons et/ou contenant 
eventuellement un ou plusieurs heteroatomes tels que roxyg6ne, I'azote, le soufre, 
le phosphore ou un ou plusieurs groupe(s) carbamoyle ou carboxamido ; parmi les 
groupes cycloalkyl&ne en C 5 £ C 8 ou parmi les groupes arylene en C 6 a Ci 4 , lesdits 
groupes alkylene, cycloalkyl6ne ou arylene etant eventuellement substitues par des 

10 groupes alkyle, aryle ou sulfonate ; 

- Z est un groupe fonctionnel susceptible de se Her de fa9on covalente 
avec une substance biologique ; 

- R est un groupe methyle ou represente le groupe -Y-Z ; 

- R' est l'hydrog§ne ou un groupe -COOR" dans lequel R" est un groupe 
15 alkyle en Ci a C10 et represente de pr6f6rence le groupe methyle, ethyle ou 

tertiobutyle ou bien R' est un groupe -CO-NH-Y-Z. 

De tels composes sont decrits par exemple dans le brevet EP 321 353. 

Au sein des conjugues selon I'invention, ledit marqueur fluorescent peut 
etre lie au ribo- ou desoxyribo-nucleoside ou nucleotide soit directement, soit par 
20 I'intermediaire d'un bras d'espacement 

Par « liaison directe », on entend la liaison du marqueur fluorescent sur un 
groupe fonctionnel prealablement introduit ou genere sur un ou plusieurs atomes de la 
base ou de runite pentofuranose du ribo- ou desoxyribo-nucleoside ou nucleotide. 

Dans la presente description, on designe par groupe fonctionnel toute 
25 fonction portee par la partie nucleosidique ou nucleotidique ou introduite sur cette 
parte par toute methode connue par I'homme du metier et capable de se lier par 
liaison covalente, directement ou apres activation avec une fonction presente sur le 
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cryptate ou sur le bras espaceur porte par le cryptate. De tels groupes fonctionnels 
sont notamment les fonctions NH2, COOH, CHO, OH ou SH ainsi que les fonctions 
capables de donner des liaisons covalentes par substitution (halogenures, 
sulfonates, epoxyde) ou par addition (double liaisons type nialamide). Ces 

5 fonctions sont generalement portees par une chaine hydrocarbonee elle-meme 
reliee d la partie nucleosidique ou nucleotidique. 

Des methodes d'introduction de ces groupes fonctionnels sont notamment 
decrites dans C. Kessler, Nonisotopic probing, Blotting and Sequencing, 2 nd 
edition, L.J. Kricka (1995), Ed. Academic press Ltd., Londres, p. 66-72. 

10 Ce bras d'espacement est par exemple constitue par un radical organique 

bivalent, choisi parmi les groupes alkylene lineaires ou ramifies en C1-C20. 
contenant eventuellement une ou plusieurs doubles liaisons ou triples liaisons et/ou 
contenant eventuellement un ou plusieurs heteroatomes, tels que I'oxygene, 
I'azote, le soufre, le phosphore ou un ou plusieurs groupe(s) carbamoyle ou 

15 carboxamido ; les groupes cycloalkylene en C 5 -C 8 et les groupes arylene en C6-C14, 
iesdits groupes alkylene, cycloalkylene ou arylene etant eventuellement substitues 
par des groupes alkyle, aryle ou sulfonate. 

En particulier, il peut etre choisi parmi les groupes : 



O 




O O 
H H 

25 Dans un aspect prefere, le conjugue selon (Invention comprend un 

desoxyribonucleotide qui est la desoxyuridine, un marqueur fluorescent qui est le 
cryptate d'europium Eu trisbipyridine et un bras d'espacement qui est un groupe 3- 
aminoallyle. 
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L'invention conceme egalement, selon un aspect ullterieur, un procede de 
preparation des conjugues decrits plus hauts. 

Ledit procede de preparation est caracteris6 en ce qu'on fait reagir un 
ribo- ou desoxyribo-nucleoside ou nucleotide natif ou chimiquement modifie ou 
5 conjugue a une ou plusieurs molecules marqueur(s), dont au moins un atome 
de carbone du cycle ou un atome d'azote exocyclique du cycle purique ou 
pyrimidique, ou encore un atome de carbone de I'unite pentofuranose est 
susceptible d'etre implique dans une liaison avec un marqueur 
fluorescent avec au moins un marqueur fluorescent lie au(x)dit(s) atome(s) 
10 constitue par un cryptate de terre rare, et qu'on isole le conjugue ainsi obtenu. 

Les ribo- ou desoxyribonucieosides ou nucleotides ainsi que les 
marqueurs fluorescents utilisables dans ce procede de preparation sont tels que 
decrits plus haut. 

Les conjugues selon l'invention qui comprennent un ribo- ou un 
15 desoxyribonucleotide sont particulidrement adaptes pour toutes les applications qui 
necessitent une mesure qualitative ou quantitative lors de la synthese ou de 
('utilisation de polynucleotides. 

Selon un de ses aspects, l'invention conceme egalement les 
polynucleotides comprenant au moins un conjugue fluorescent de ribo- ou de 
20 desoxyribonucleotide tel que decrit plus haut en tant que nucleotide constitutif. 

Avantageusement, les polynucleotides obtenus par incorporation de 
conjugues selon l'invention peuvent comprendre un nombre de conjugues 
superieur a 1, et done un nombre de marqueurs fluorescents sup£rieur a 1. 

En utilisant les conjugues selon l'invention, il est ainsi possible de realiser 
25 le polymarquage de polynucleotides par voie enzymatique. Cette technique permet 
d'obtenir des polynucleotides marques plus fadlement et en assurant une 
meilleure reproductible qu'en utilisant les techniques classiques de marquage 
fluorescent par voie chimique. En particulier, elle 6vite les etapes de separation 
necessaires pour eliminer du milieu les polynucleotides et/ou les marqueurs 
30 fluorescents fonctionnalises n'ayant pas reagi. 

On notera que si Ton utilise des cryptates bi-fonctionnalises, la 
conjugaison ne se fait que sur un bras, ce qui permet toujours ^incorporation du 
conjugue dans le cadre d'une synthese de polynucleotides. 

Les conjugues selon l'invention qui comprennent un ribo- ou un 
35 desoxyribonucleotide peuvent etre utilises pour la detection et/ou la localisation de 
composes contenant au moins une sequence d'acide nudeique. 
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Parmi ces utilisations, on peut citer de maniere non limitative : 

- la detection et/ou la localisation de sequences sp§cifiques d'ADN, par 
exemple en vue de I'etablissement de la cartographie de chromosomes ou la 
detection d'une mutation ; 

5 - la synthese de sondes utilisables en recherche biomedicale ou pour 

I'etablissement d'un diagnostic clinique. 

On peut egalement les utiliser dans un procede de mesure de I'activite 
enzymatique d'une enzyme impliquee dans une reaction de synthese d'acide 
nucleique, par exemple une activite polymerase a ADN ou a ARN, transcriptase 
10 inverse, transferase ou ligase, dans laquelle on mesure la fluorescence emise 
directement ou indirectement par ledit conjugue, ladite emission de fluorescence 
etant correlee au taux d'incorporation dudit conjugue dans le polynucleotide 
d'acide nucleique synthetise. 

Les conjugues selon I'invention peuvent egalement etre utilises pour 
15 mesurer Tactivite enzymatique d'une enzyme ayant pour substrat un acide 
nucleique, par exemple une activite phosphodiesterase, DNAse ou Rnase, la 
fluorescence emise directement ou indirectement par ledit conjugue etant correlee 
soit a ladite activite, soit a I'inhibition de ladite activite. 

On peut egalement les utiliser pour mesurer une activite enzymatique 
20 modifiant la structure d'un acide nucleique telle qu'une activite heiicase ou integrase 
ou une activite modiftant la topologie d'un acide nucleique telle qu'une activite 
topoisomerase. 

Les conjugues selon I'invention peuvent egalement etre utilises & titre de 
marqueurs, par exemple pour la preparation d'un compose comprenant un acide 
25 nucleique dans lequel est incorpore ledit conjugu6 en vue d'une detection. 

La fluorescence 6mise par les conjugues selon I'invention peut etre soit 
« directe » : le signal lumineux est emis par le conjugue apres excitation a une 
longueur d'onde donnee, soit « indirecte » : remission du signal lumineux est induite 
par un transfert d'energie non radiatif entre le conjugue apr£s excitation dit 
30 a compose donneur » et une autre molecule fluorescente dite « compose accepteur ». 
Dans ce cas particulier, les conditions suivantes sont remplies : 

- d'une part, le compose fluorescent accepteur possede un spectre 
d'absorption qui recouvre au moins partiellement le spectre d'emission du donneur 
et pr^sente une absorbance molaire elev6e dans cette zone de recouvrement, et 

35 un spectre d'emission dans une gamme de longueur d'ondes ou le donneur 
presente une Emission intrinseque faible ; 
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- d'autre part, I'accepteur et le donneur se situent a proximite Tun de 
I'autre, Torientation de leurs dipoles de transition etant approximativement paralleles. 

Le principe de la technique de transfert d'energie non radiatif est decrit 
notamment dans G. Mathis et al., Clin. Chem. t 1993, 39, 1953-1959. 
5 L'invention est illustree par les exemples d-apres, dans lesquels certaines 

concentrations sont donnees en unite d'absorption (UA) a une longueur d'onde 
donnee (exprimee en nm) par unite de volume (exprimee en ml) et exprimees par 
le meme chiffre que la densite optique de la solution concemee. 

10 EXEMPLE 1 : Svnthese de la d6soxyuridine marque au cryptate d'europium 
trisbipyridine (conjugu6 K-11-dUTP). 
Dans ce conjugue, le chiffre 11 indique le nombre total d'atomes du bras 
espaceur et du groupement fonctionnel qui relie la structure cryptate au nucleotide 
(ici, la liaison se fait en position 5 de la pyrimidine). 

15 Le nucl6oside-triphosphate utilise est le 5-[N-(6-aminocaproyl)-3- 

aminoallyl]-2-desoxyuridine-5'-triphosphate] (AH-dUTP) prepare par reaction du 
trifluoroacetamido-caproate de N-hydroxysuccinimide (M.S Urdea et al., Nucleic 
acids Res., 1988,. 4937) sur le 5-(3-aminoallyl)-2'<lesoxyuridine-5'-triphosphate 
prepare suivant un precede de la litterature (Langer et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 

20 USA (1981), 78, 6633-6637), suivi d'une deprotection ammoniacale (NH4OH 
aqueuse 3 %, 45 min a 60 °C). Le compose est purifie sur DEAE-Sepharose ® 
(Pharmacia) dans un gradient lineaire d'hydrogenocarbonate de tri^thylammonium 
(0,1 Ma 0,3 M). 

1) M6thodeA 

25 On dilue 68 pi d'une solution d'AH-dUTP a 6 pmole/ml (soit 0 t 4 pmole) d 

250 pi d'hydrogenocarbonate de triethylammonium (TEAB) 0,1 M pH 7,8 et on 
ajoute 320 pi d'une solution de cryptate de N-hydroxysuccinimide (4 mg/ml dans 
racetonitrile) preparee comme suit. Le cryptate d'Europium [(bis-bpy)-(bpy-diester)] 
decrit dans Texemple 4, section A, de la demande EP 0 321 353 est hydrolyse par 

30 NaOH et le cryptate diacide obtenu est purifie sur colonne RP-18 HPLC (gradient 
d'acetonitrile dans de I'acide trifluoroacetique a 1% dans I'eau). Le cryptate 
d'Europium [(bis-bpy)-(bpy-diacide)] ainsi obtenu (4mg) est dissout dans 0,5 ml 
d'acetonitrile anhydre et on ajoute 1mg de N-hydroxysuccinimide, puis une solution 
de 1,9 mg de dicyclohexylcarbodiimide dissout dans 0,5 ml d'acetonitrile. Apres 

35 16 h de reaction, le precipite de dicyclohexyluree est filtre et la solution de cryptate 
de N-hydroxysuccinimide est utiiisee directement pour le couplage. 
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Apres 45 min sous agitation, on ajoute 15 pi de TEAB 1M pH 8,5 puis on 
injecte le melange sur une colonne Superdex 30 ® HR 10/30 (Pharmacia) en 
eluant par du TEAB 0,05M pH 7 contenant 10 % d'acetonitrile (debit 1 ml/min). 

On collects le compose de Rt =16,4 mn, puis cette fraction denommee 
5 fraction 1 est concentree sous vide (speed-vac) jusqu'a un volume de 350 pi et 
contient 8 UA304 nm. En estimant un £304 = 35000, on estirne que la concentration 
en K-dUTP est d'environ 0,72 mM. 

Une aliquote (90 pi) de cette fraction 1 est injectee sur la meme colonne 
eluee par un tampon triethylammonium acetate 25 mM pH 7 contenant 5 % 
10 d'acetonitrile. La fraction correspondant au seul pic du chromatogramme est 
collectee (16 min < Rt < 19 min) et concentree sous vide (speed-vac). On obtient 
150 pi d'une solution de K-dUTP denommee fraction 2 contenant 1,95 UA304 nm. 

Le compose est analyse en spectrometrie de masse (electrospray mode 

positif) : 
15 (M-2H) + = 1431 

(M-2H+CH 3 COOH) + = 1491. 

Le spectre UV dans I'eau presente un maximum a 241 nm caracteristique 
de la partie nucleosidique de la molecule (kmax = 289 nm, 8 = 7100, 
Xmax = 240 nm c = 10700) et un maximum a 304 nm proche du kmax de 305 nm 
20 (6 = 30000) caracteristique du cryptate d'Europium. On observe un rapport 
A304/A241 = 0,83 compatible avec la structure proposee. 
2)M6thodej3 

On dissout 0,08 pmol d'une solution d'AH-dUTP dans 80 pi de tampon 
borate 0,1 M pH 8,6 et on ajoute 90 pi d'une solution de cryptate de 
25 N-hydroxysucbnimide (4 mg/ml) prepare comme decrit cklessus dans la m&hode A. 

Apres 60 min a 20°C, on ajoute 5 de TEAB 1M pH 8,5 et 45 pi d'H^. 
On injecte la totalite du melange reactionnel sur une colonne Superdex peptide 
HR 10/30 (Pharmacia) en eluant par du TEAB 0.05M pH 7 contenant 10 % 
d'ac&onitrile (debit 1 ml/min). 
30 On collecte le pic Rt = 16,1 min qui presente un maximum a 304 nm et un 

rapport A304/A241 = 0.79. On obtient environ 0,03 pmol de compose K-11-dUTP. 

La formule du conjugue K-1 1-dUTP est donnee en figure 2. 

EXEMPLE 2 : Purification du conjugue K-1 1-dUTP par echange d'ion 
35 On utilise une colonne C10/20 (Pharmacia Biotech., Uppsala, S) remplie 

de DEAE SSpharose ® Fast Flow (Pharmacia) equilibree dans un tampon TEAB 
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10 mM contenant 10 % de methanol. On ctepose une solution de K-11-dUTP 
contenant egalement du cryptate d'europium trisbipyridine fonctionnalise non 
conjugue et on elue la colonne (8 ml/min) par 40 ml de tampon A (TEAB 10 mM 
contenant 10 % de methanol). On collecte des fractions de 4 ml et on mesure la 
5 fluorescence des fractions eluees ( ^excitation = 337 nm, Remission - 620 nm). Le 
cryptate non conjugue est elue dans les fractions 4 et 5, c'est-a-dire peu apres le 
volume mort de la colonne. 

On continue I'etution (8 ml/min) par un gradient lineaire de 10 mM TEAB 
10 % methanol (100 ml) a 200 mM TEAB 10 % methanol (100 ml) et on collecte 
10 des fractions de 5 ml. On observe que la fluorescence (620 nm) est concentree 
dans les tubes 43 a 44 ce qui indique que le K-11-dUTP est elue a une 
concentration = 0,16 mM TEAB. Les fractions contenant le K-1 1-dUTP sont reunies 
et concentrees. 



15 EXEMPLE 3 : Incorporation du conjugue K-11-dUTP au cours de la copie d'un 
ADN simple brin par une polymerase (analyse par PAGE et 
autoradiographic) 



L'ADN matrice est obtenu par amplification PCR (de I'anglais 
20 « Polymerase Chain Reaction ») d'un fragment du gene k-ras (exon I) limite par les 
amorces suivantes : 

Amorce k-ras EX1 Sens S 5 ' d(GGC CTG CTG AAA ATG ACT GAA TAT) y 
Solution stock a 3 UA^o/ml soit environ 1,2. lO^M 

Amorce k-ras EX1 Antisens AS 5> d(TGT TGG ATC ATA TTC GTC CAC 
25 AAA ATG) y 

Solution stock a 3 UAWml soit environ 1,2. 10^. 

L'amorce AS utilisee ici pour la PCR cklessous est biotinylee en son 
extremite 5'. Un ADN double-brin biotinyle est synthetise par PCR en suivant le 
protocole suivant : 

30 

Milieu PCR 25 ^ilBUAM (CIS bio international) 1 0X 
8 /il amorce Antisens-bio 
8 y\ amorce Sens 
10/jI taq polymerase (1 t 25U/ml) 
35 10 ^l dNTP (quatre dNTP naturels 5mM chaque) 

100 iA ADN placenta humain (Sigma) 0,01 fjg/^i\ 
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89 iA eau milli-Q. 

Le milieu PCR est reparti en 5 microtubes (5 x 50 ^i), les tubes sont places 
dans un thermocycleur et soumis a 31 cycles de PCR suivant le protocole de 
I'exemple 5. 

5 L'ADN double brin issu de la PCR (equivalent a 25 pmoles d'amorce 

biotine) est incube en presence de 300 fjg de Dynabeads-streptavidine M-280 
(Dynal, N). 

Apres lavage, I'ADN simple brin (SS ADN) est elue par de la soude 0,1 N 
puis le sumageant est decante et neutralise (HCI dilue), puis concentre jusqu'a un 
10 volume residue! de 60 pi. 

Pour la suite de la manipulation, on utilise une amorce AS (non biotinylee) 

32 

telle que definie ci-dessus marquee au P decrit dans J. Sambrook et al. 
Molecular cloning a laboratory manuel, 1989. 

On prepare des milieux pour la reaction de copie en utilisant : 
15 - K-1 1-dUTP fraction 1 ( Rt = 16,4 min) obtenue dans I'exemple 1, diluee a 

0,25 mM 

- dTTP 0,25 mM 

- Melange de 3 desoxynudeotides triphosphates (dATP, dCTP et dGTP) a 
raison de 0,625 mM chacun 

20 - Taq ADN polymerase 1,25 U/pl 

- Tampon Taq (BUAM) 10X (Cis bio international) 

- Amorce AS (3 UAW ml) et amorce AS marquee au (0,06 UA^ml). 
Parallelement, on fait une reaction temoin dans laquelle le K-11-dUTP est 

remplace par 0,6 pi de dTTP (0,25 mM) de fa9on a ce que la concentration en 
25 dTTP dans le milieu soit la meme que pour les trois autres triphosphates. 



Volume (ul) 


BUAM 10 X 


1 


Taq DNA polymerase 


0,2 


Amorce S 32 P 


2 


Amorce S 


0,35 


3 Triphosphate 


0,5 


K-11-dUTP 


0,6 


dTTP 


0,6 


SS ADN 


5 
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On verifie par electrophorese sur gel de polyacrylamide (PAGE) que la 
reaction en presence de conjugue K-11-dUTP produit une bande correspondant a 
une copie de I'ADN sur toute sa longueur et presentant une mobitite proche de la 
5 bande obtenue pour la reaction t&moin ou seuls les quatre nucleotides naturals 
sont introduits. D'autre part, dans les deux cas, le profii d'electrophorese ne montre 
pas d'arrets de lecture. 

La meme manipulation a ete effectuee en utilisant des rapports 
dTTP/K-11-dUTP variables, entre autre en utilisant 0,3 de K-11-dUTP et 0,9 fA 
1 0 de dTTP (dTTP/K-1 1-dUTP = 3). 

La reaction de copie a egalement ete effectuee en presence de DNA 
polymerase I, fragment de Klenow (37°C, 45 min) et donne sensiblement les 
memes resultats. 

Ces resultats montrent que le conjugue dUTP-cryptate d'europium 
15 trisbipyridine est bien incorpore par une polymerase (taq polymerase ou fragment 
de Klenow) au cours de la copie de I'ADN simple brin. 

EXEMPLE 4 : Incorporation du conjugue K-11-dUTP au cours de la copie d'un 
ADN simple brin par une polymerase (mise en evidence par transfert 
20 d'energie non radiatif et mesure de fluorescence en temps resolu) 

On utilise I'ADN simple brin decrit dans I'exemple 3. 
On prepare un microtube dans lequel se deroule la reaction de copie 
(50 mO, contenant : 

25 - K-11-dUTP : 0,25 mM fraction 1 (Rt = 16,4 min) obtenu dans I'exemple 1 

- dTTP : 0,25 mM 

- M6lange de 3 desoxynucleotides triphosphates : dATP, dCTP, dGTP a 
raison de 0,625 mM chacun 

- Amorce AS biotinylee (voir exemple 3) : 3 UA26o/ml 
30 - Taq DNA polymerase : 1,25 U/pl 

- Tampon Taq : BUAM 10X 
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Volume (pi) 


BUAM 10 X 


5 


Taq polymerase 


1 


Amorce biotinylee 


1,75 


Mix 3 dNTP 


2.5 


K-11-dUTP 


3 


dTTP 


3 


SS ADN 


30 


eau milli-Q 


3.75 



10 

Les tubes sont chauffes 2 min & 90°C (denaturation) puis incubes a 70°C 
dans un thermocycleur. Des prefevements (9 pi) sont effectues a 0, 5, 10, 15 et 
20 min. Les aliquotes sont placees dans des tubes contenant 2 pi de solution 
EDTA 0,5 M pH 8. 

15 On obtient I'equivalent de 12,5 pmoles d'amorces biotinylees par 50 pi de 

reaction, soit 2,5 pmoles pour 10 pi. D'autre part, on a 150 pmoles de K-11-dUTP 
pour 10 pi. 

Les prelevements sont dilues a raison de 8 pi dans 200 pi de tampon L 
(phosphate 0,1 M pH 7, NaCI 0,15 M, KF 0,4 M et 0,1 % BSA) puis dilu6s au 1/10 
20 dans le meme tampon. 

On pipette 20 pi (equivalent a 2.10" 14 mole de biotine) de prefevements 
(dilues comme decrit ti-dessus) dans les puits « essais » d'une microplaque 
(96-wells flat bottom black low fluorescence microplaque HTRF-96 PACKARD). On 
ajoute 30 pi de conjugue SA-XL665 (conjugue de streptavidine et 
25 rfallophycocyanine chimiquement modifiee, CIS bio international) dilue dans le 
tampon L (concentration finale 2.10 M) dans chaque puits « essais » (6,5.10 
mole de SA soit 30 equivalent par rapport a la biotine), puis 250 pi de tampon L 

On pipette 20 pi de prel^vement dilues dans les puits « blancs » auxquels 
on ajoute 280 pi de tampon L. 
30 Apres incubation (15 mn a 37°C) on lit imm6diatement la fluorescence a 

620 nm et a 665 nm sur un appareil Discovery (Microplate HTRF - analyser PACKARD). 

On calcule les rapports des intensites de fluorescence Re = E665/E620 
pour chaque essai et Ro = B665/B620 pour chaque blanc, puis on calcule la valeur 
DF = (Re-Ro)/Ro exprim&e en pourcentage, les resultats sont reportes dans le 
35 tableau 1 ci-dessous. 
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Dans le tableau, comme dans la suite des exemples, les mesures de 
fluorescence a 620 nm ou d 665 nm sont exprimees en unites arbitraires de 
fluorescence qui dependent de I'appareil utilise pour la mesure. 

5 Tableau 1 



temps 
(min) 


E665 


E620 


Re = 
E665/E620 


B665 


B620 


Ro = 
B665/B620 


DF 


0 


1 590 


35 770 


0,044 


1 615 


39 423 


0,041 


8% 


5 


3 670 


42 016 


0,087 


1 718 


42 961 


0.040 


118% 


10 


4 077 


40 448 


0,100 


1 713 


42 234 


0,040 


149% 


15 


4 185 


38 670 


0,108 


1 633 


40 089 


0,040 


166% 


20 


5 357 


49 403 


0,108 


1 993 


51 777 


0,038 


182% 



En portant la valeur DF en fonction du temps de reaction, on obtient le 
profil typique d'une cinetique d'incorporation de nucleotide au cours d'une copie 
10 enzymatique (Figure 1). 

EXEMPLE 5 : Incorporation du conjugue K-11-dUTP au cours d'une reaction de 
PCR (mise en evidence par transfert d'energie non radiatif et 
mesure de fluorescence en temps resolu) 

15 

1/ PCR : 

On amplifie une region de I'exon 1 du gene k-ras limite par les amorces S 
et AS decrites dans I'exemple 3. 

On genere ainsi un produit ^amplification d'une longueur de 117 bp et de 
20 sequence (brin sens) 

5 ' d(GGC CTG CTG AAA 1 ATG ACT GAA TAT AAA CTT GTG GTA GTT 
10 GGA GCT GGT GGC GTA GGC AAG AGT GCC TTG 20 ACG ATA CAG CT A ATT 
GAG MT CAT TTT GTG 30 GAC GAA TAT GAT CCA ACA& 

On choisit une sonde (56 % G + C) dans la partie centrale de la sequence 
25 ampltfiee (soulignee ci-dessus) une biotine est introduite en son extremite 5' a 
I'aide d'un bras N-4-aminohexyl-dC (A. Roget et a!., Nucleic Acids Res., 1989, 17. 
7643-7651) : Sonde CP : biotine-dC . GCC TTG ACG ATA CAG C 

Solution stock a 0,3 UA26o/ml soit environ 1 ,7.10 M. 
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On utilise 48 pi de la fraction K-11-dUTP (13 UA^x/ml) repurifiee dans un 
tampon TEAAc (voir exemple 1, methode A) que i'on dilue par 32 \i\ d'eau milli-Q 
soit une concentration finale de K-11-dUTP d'environ 0,2 mM. 

On utilise un melange des 4 desoxynucleotides triphosphates naturels 
5 respectivement : dATP 5 mM, dCTP 5 mM, dGTP 5 mM et dTTP 3,5 mM. 

On prepare le m6lange stock PCR suivant : 

- 25 \}\ Tampon BUAM (CIS bio international) 10X 
-10 pi dNTP 

- 8 pi d'amorce S 
10 - 8 pi d'amorce AS 

- 10 Ml de taq ADN polymerase (soit 12,5 U) 

- 9 pi eau milli-Q. 

Dans des microtubes pour PCR, on prepare les milieux PCR selon le 
tableau suivant, en utilisant de I'ADN de placenta humain (Sigma) a 0,01 /jg///l. 
15 





T- 


T+ 


k1- 


k1+ 


k2- 


k2+ 


melange (mD 


7 


7 


7 


7 


7 


7 


dTTP (mI) 


1.5 


1,5 


0 


0 


0 


0 


K-11-dUTP (mI) 


0 


0 


1 


1 


2 


2 


DNA (Ml) 


0 


10 


0 


10 


0 


10 


Eau milli-Q (pi) 


16,5 


6,5 


17 


7 


16 


6 


[K-11-dUTPl(MM) 


0 


0 


8 


8 


16 


16 


rdTTPl(MM) 


200 


200 


140 


140 


140 


140 


rK-11-dUTPMdTTP] 






0,06 


0,06 


0,12 


0,12 



On effectue la reaction PCR en utilisant le protocols suivant : 
1. 5min/95°C 
2.1 1 min / 94°C (denaturation) 
20 2.2 1 min / 60°C (circularisation) 

2.3 1 min / 70°C (elongation) 
(31 cycles) 

3.1 8 min / 70°C (elongation finale) 
On controle les reactions par electrophorese sur gel d'agarose. Seuls des 
25 tubes contenant de I'ADN (T+, K1+ et K2+) pr6sentent une bande de longueur 
attendue (par comparaison avec la bande 124 bp du marqueur VIII Boehringer). 
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2) Mesure du transfert d'6nergie en temps resoiu : 
Le principe de la mesure consiste a hybrider la sonde CP biotinylee sur le 
fragment d'ADN amplifie, puis de mettre I'hybride en pr6sence du conjuguep 
SA-XL665 (dSfini dans I'exemple 4). Incorporation de bases marquees au 
5 cryptate d'europium (donneur) se traduit par un transfert d'energie non radiatif sur 
XL665 (accepteur) lorsque le donneur est excite vers 337 nm. 

Dans ce cas, I'accepteur emet de ia fluorescence a 665 nm avec une 
duree de vie longue, ce qui permet de differencier ce signal de la fluorescence 
propre de I'accepteur qui presente une duree de vie courte. 
10 On mesure en temps resoiu a la fluorescence a 620 nm et a 665 nm en 

presence de I'accepteur ("essai" E620 et E665) et en Pabsence de I'accepteur 
("blanc" B620 et B665), puis on calcule le rapport Re = E665 / E620 et Ro = B665 / 
B620. Ensuite on calcule la valeur DF = (Re-Ro) / Ro exprimee en pourcentage 
une augmentation de valeur DF montre la presence d'un transfert d'energie et 
15 done Incorporation du cryptate dans PADN amplifie. 

On utilise les milieux K1-, K1+, K2- et K2+ provenant des reactions PCR. 
Dans des microtubes, on depose 2 pi de chaque milieu PCR auxquels on ajoute 
10 pi de sonde CP (0,03 UA260 / ml) et 13 pi de tampon BUAM (2X), on porte les 
tubes scelles 10 mn a 94°C puis 20 mn a 50°C a Paide d'un thermocycleur. On 
20 dilue 5 pi de milieu d'hybridation dans 200 pi de tampon L et on pipette 40 pi de 
cette dilution dans les puits "Essais" d'une plaque de microtitration et 40 pi dans les 
puits "blanc" (96 well flat bottom microplate HTRF, Packard). 

On ajoute 40 pi de SA-XL665 a 3.10*^ (CIS bio international) aux puits 
"Essais" et 200 pi de tampon L On ajoute 240 pi de tampon L aux puits "Blanc". 
25 On incube 15 mn & 37°C et on effectue immediatement la mesure de 

fluorescence sur un appareil Discovery (Packard). 

Les resultats sont rapportes dans le tableau 2 ci-apres. 

Tableau 2 

30 



tube 


E665 


E620 


Re 


B665 


B620 


Ro 


DF 


K1- 


889 


16053 


0.0554 


847 


16825 


0,0503 


10% 


K1+ 


2406 


28392 


0.0847 


1366 


32494 


0,0420 


102% 


K2- 


1320 


29015 


0.0455 


1273 


31452 


0,0405 


12% 


K2+ 


3304 


36615 


0,0902 


1491 


36278 


0,0411 


120% 
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Les resultats montrent que le conjugue K-11-dUTP est incorpore au cours 
d'une reaction de PCR. De plus, la presence des molecules de cryptate liees a 
I'ADN amplifie peut etre mise en evidence par I'hybridation d'une sonde specifique 
de cet ADN amplifie et revelee par un transfert d'energie non radiatif entre le 
5 cryptate et un accepteur lie a la sonde hybridee. 

EXEMPLE 6 : Synthese de la desoxyuridine marquee au cryptate d'europium 
trisbipyridine (K-4-dUTP). 
Dans ce compose, le chiffre 4 indique le nombre total d'atomes du bras 
10 qui relie la structure cryptate au nucleotide (ici la liaison se fait en position 5 de la 
pyrimidine). 

Le nucleoside-triphosphate utilise est le S-fS-aminoallyl^'-desoxyuridine- 
5-triphosphate (AA-dUTP) prepare suivant un procede de la litterature (Langer et 
al. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.(1981), 78 , 6633-6637). Le compose est purifie sur 
15 DEAE-Sepharose ® (Pharmacia) dans un gradient d'hydrog6nocarbonate de 
triethylammonium (10mM a 300mM). 

On dilue 60 pi d'une solution d'AA-dUTP a 5,4 pmole/ ml (soit 0,3 pmole) a 
240 pi d'hydrogenocarbonate de triethylammonium (TEAB) 0,1 M pH 7,8 et on 
ajoute 300 pi d'une solution de cryptate [TBP-(Eu3+)] active a 4 mg/ml dans 
20 I'acetonitrile, soit 0,85 pmol (environ 3 equivalents). Le cryptate P"BP-(Eu3+)] 
active est prepare extemporanement comme decrit dans I'exemple 1, methode A. 

Apres 35 min sous agitation on ajoute 15 pi de TEAB 1M pH 8,5, on 
concentre de moitie puis on injecte le melange sur une colonne Superdex 30 ® 
HR 10/30 (Pharmacia) en eluant par du TEAB 25mM pH9 contenant 10% 
25 d'acetonitrile (d§bit 1ml/mln). 

On collecte le compose de Rt = 16,3 mn ; cette fraction denommee 
Fraction 1 est concentree sous vide (speed-vac) jusqu'a un volume de 200 pi puis 
injectee sur la meme colonne eluee par un tampon triethylammonium acetate 
25mM pH7 contenant 5% tfacetonitrile. La fraction correspondant au seul pic du 
30 chromatograme est collectee (16 min <Rt< 19 min) et concentree sous vide 
(speed-vac) on obtient 260pl d'une solution de K-4-dUTP d6nommee Fraction 2 
contenant 6,0 UA303. En estimant un 8303 = 35 000, on estime la concentration 
en K-4-dUTP a environ 0,65 mM. 

Le compose est analyse en spectrometrie de masse (electrospray mode 

35 negatiO: 

(M-4H)- = 1315.5 (C50H48EUNHO17P3 Calcule: 1319 ) 
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Le spectre UV dans I'eau presente un maximum a 243 nm caracteristique 
du nucleoside (Xmax = 289 nm e = 7100 , Xmax = 240 nm e = 10700 ) et un 
maximum a 303 nm proche du Xmax de 305 nm (e = 27000) caracteristique du 
cryptate d'Europium. On observe un rapport A303/A240 = °.82 compatible avec la 
5 structure proposee). 

La formule du conjugue K-4-dUTP est donne en figure 2. 

EXEMPLE 7 : Synthese de I'uridine marquee au cryptate d'europium trisbipyridine 
(K-11-UTP). 

10 Dans ce compose, le chiffre 11 indique le nombre total d'atomes du bras 

espaceur qui relie la structure cryptate au nucleotide (io la liaison se fait en 
position 5 de la pyrimidine). 

Le nucleoside-triphosphate utilise est le 6-aminocaproyl~[5-(3-aminoallyl)- 
Uridine-5'-triphosphate] (AH-UTP) prepare comme indique dans I'exemple 1. Le 

15 compose est purifie sur DEAE-Sepharose ® (Pharmacia) dans un gradient lineaire 
d'hydrogenocarbonate de triethylammonium (25mM a 300mM). 

On utilise 400 pi d'une solution d'AH-dUTP a 1,1 pmole/ ml (soit 
0,44pmole) dans de Phydrogenocarbonate de triethylammonium (TEAB) 0,1 M 
pH 7,8 et on ajoute 360 pi d'une solution de de cryptate [TBP-(Eu3+)] active 

20 (3mg/ml dans racetonitrile). Le cryptate |TBP-(Eu3+)] active est prepare 
extemporanement comme decrit dans Texemple 1 , methode A. 

Apres 45 min sous agitation on ajoute 40pl de TEAB 1M pH 8,5 puis on 
injecte le melange sur une colonne Superdex peptide 30 ® HR 10/30 (Pharmacia) 
en eluant par du TEAB 50 mM pH 7 contenant 10% d'acetonitrile (debit 1ml/mn). 

25 On collecte le compose de Rt = 15,4 mn, cette fraction denommee 

Fraction 1 est concentree sous vide (speed-vac) j'usqu'a un volume de 200 pi qui 
contient =10 UA304 nm. En estimant un £304 = 35 000, on estime la concentration 
en K-11-UTP a environ 0,3 mM. 

Cette fraction 1 est injectee sur la meme colonne eluee par un tampon 

30 triethylammonium acetate 25mM pH7 contenant 5% d'acetonitrile. La fraction 
cr respondant au seul pic du chromatograme est collectee (Rt = 16,5 mln) et 
concentree sous vide (speed-vac) on obtient 202 pi d'une solution de K-11-UTP 
denommee fraction 2 contenant 7,5 UA304 nm. 

Le compose est analyse en spectrometrie de masse (electrospray mode 

35 negatif): 

(M-4H)" = 1444.3 (C56H58EuN 12 Oi9P 3: Calcule: 1448.0). 
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Le spectre UV dans I'eau presente un maximum a 241 nm caracteristique 
du nucleoside (km ax = 289 nm e = 7 100 , Xmax = 240 nm e = 10700) et un 
maximum d 303 nm proche du Xmax de 305 nm (e = 27 000) caracteristique du 
cryptate d'Europium. On observe un rapport A304/A241 = 0,80 compatible avec la 
5 structure proposee). 

Le compose est analyse par FPLC (colonne mono-Q, Pharmacia). 
Tampon A: Acetate de sodium 20mM pH 5,2 contenant 10% d'acetonitrile. Tampon 
B: Acetate de sodium 20mM pH 5,0 et UCI 1M contenant 10% d'acetonitrile. 
Gradient lineaire de 0 a 30 % B en 25mn. D6bit 1ml/mn. Le K-11-UTP pr6sente un 
10 Rt= 10,7 mln. 

La formule du conjugue K-1 1-UTP est donnee en Figure 3. 



EXEMPLE 8 : Mesures comparees des durees de vie des conjugues dUTP-et UTP- 
cryptate d'europium trisbipyridine et du cryptate seul 

5 

On utilise comme cryptate de reference le cryptate d'Europium [(bis- 
bpy)(bpy-di(amidoethyleneamine)] decrit dans I'exemple 4 de la demande 
EP 0 321 353 (ci-apres denomme KNH 2 ). 

On prepare une solution mere de KNH 2 dans I'eau et on determine sa 
20 concentration par mesure de la densite optique a 306 nm en prenant un 
£306 = 30000. La solution mere (6,7 x 10 M) est diluee au 1/100*"° dans du 
tampon Tris-HCI 0.1M pH 9; 100 \x\ de cette dilution intermediaire sont ensuite 
dilues dans 600 \x\ du meme tampon. Parallelement, une solution mere de 
K-11-dUTP, K-4-dUTP et K-1 1-UTP (prepares respectivement selon les 
25 exemples 1, methode A ; 6 et 7) dans I'eau , dont la concentration est estimee a 
3 x 10 * M par mesure de la density optique a 304 nm (8304 = 35000). Chaque 
solution mere est diluee d 50pl dans 1 ml de tampon Tris-HCI 0,1 M pH 7,4 ou dans 
du tampon Tris-HCI 0.1M pH 9. 

On mesure les valeurs de la duree de vie d'emission de I'Europium (x en 
30 ms) en utilisant un spectrofluorimetre en temps resolu de type LS50 (Perkin-Elmer) 
et des cuves Helma 5 mm x 5 mm. 

Les resultats sont rapportes dans le tableau 3 ci-dessous : 
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Tableau 3 



Compose 


Duree de vie x (ms) dans 
un tampon Tris 0.1M pH 7,4 


Duree de vie x (ms) dans 
un tampon Tris 0,1 M pH 9 


K-11-dUTP 


0,587 


0,596 


K-4-dUTP 


0,621 


0,651 


K-11-UTP 


0.636 


0,640 


KNH 2 (Reference) 


0,368 


0,265 



Ces resultats montrent que le couplage du nucleotide sur la molecule de 
5 cryptate entraine une augmentation de la duree de vie de I'Europium et de 
nouvelles caracteristiques de fluorescence pour le conjugu§ cryptate- nucleotide 
par rapport au cryptate de reference. 

EXEMPLE 9 : Incorporation de K-11-dUTP au cours de I'elongation d'un 
10 oligonucleotide par la Terminale Nucleotidyl Transferase (Mise en 

evidence par transfert d'energie non radiatif et mesure de 
fluorescence en temps resolu) : 
On prepare un microtube dans lequel se deroule la reaction d'6longation 
en utilisant : 

15 - 25 pi de tampon Tris-acetate 0,2M pH 7,2 

- 4 Ml d'une solution aqueuse de chlorure de cobalt 25 mM 

- 5 Ml d'une solution d'un oligonucleotide (composition A2C3G7T3 biotinyle 
en 5'). 2,4mM dans H2O 

- 2pl de K-11-dUTP (fraction 2 t prepare selon Pexemple 7) a une 
20 concentration de 0,04 mM 

- 8 Ml de dTTP: 0,04 mM 

- 5 Ml d'eau 

- 1 Ml de Terminal Deoxynucleotidyl Transferase (TnT, EC 2.7.7.31) 
(Sigma , 35 U/mI). 

25 On preldve 2 p> de melange reactionnel qu'on ajoute a 4 \i\ d'EDTA 60 mM 

(pour obtenir un temoin a to = 0 min) et on incube le reste d 37°C pour faire une 
etude cinetique. Apres 5, 10, 20 t 40, 60 et 80 min de reaction a 37°C, on pre!6ve 
pour chaque temps 2 \A de melange reactionnel qu'on ajoute a 4 pi d'EDTA 60 mM 
pour arreter la reaction. On obtient ainsi les fractions ts, tio etc. Ces fractions to, te, 
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tio $ont diluees par 250 pi de tampon L (phosphate 0,1M pH 7, NaCI 0.15M, 
KF 0 t 4M et 0,1% BSA). 

On pipette 50 jjI (equivalent a 2,3. 10" 1 2 mole de biotine) de prelevements 
dilues comme decrit ci-dessus dans les puits M essais n (denommes Eo, E5, E10 etc.) 
5 d'une microplaque (96-wells flat bottom black low fluorescence microplaque HTRF- 
96 PACKARD). On ajoute 50 pi de conjugue SA-XL555 (CIS bio international) dilue 
dans le tampon L (1,5.10" 8 M), dans chaque puit "essais", puis 150 pi de tampon L 
On realise un "blanc" a partir d'un melange reactionnel decrit ci-dessus 
dans lequel Tenzyme n'a pas 6te ajoutee mais remplace par 1pl d'eau, on preleve 
10 2pl de ce melange et on lui fait subir les traitements et dilutions decrits ci-dessus. 
On pipette 50pl de ce prelevement dilue dans les puits denommes M blancs n 
auxquels on ajoute 50 pi de conjugue SA-XLgss et 150 pi de tampon L. 

Apres incubation (15 min a 37°C), on lit la fluorescence a 620 nm et a 
665 nm sur un appareil DISCOVERY (Microplate HTRF-analyser PACKARD). 
15 On calcule les rapports des intensites de fluorescence Re=E665/E620 

pour chaque essai et Ro=B665/B620 pour chaque blanc, puis on calcule la valeur 
DF = (Re-Ro)/Ro exprimee en pourcentage, les resultats sont report§s dans le 
tableau 4 ci-dessous. 

Tableau 4 

20 



Temps min) 


0 


5 


10 


20 


40 


60 


80 


F665 


602 


1585 


2186 


3610 


5347 


8204 


5542 


F620 


9559 


10757 


9921 


11023 


10754 


10589 


8971 


Re=F665/F620 


0,063 


0,147 


0,22 


0,327 


0,497 


0,77 


0,618 


DF 


0 


129 


242 


409 


673 


1104 


865 



Le blanc presente un rapport B665/B620 = 0,064 . Pour to on observe un 
rapport Ee65 / E620 = 0,063, le transfert etant de DF = 100x (Re-Ro)/Ro =100 
(0,063-0,064) / 0,064 soit un transfert pratiquement nul. En calculant ainsi le DF 
25 pour chaque temps, on observe que le transfert d'energie exprime par la valeur DF 
augmente au cours du temps, ce qui montre que le K-11-dUTP est incorpore dans 
la chaine oligonucleotidique par la terminal nucleotidyl transferase. 



30 



EXEMPLE 10 : Propri6t6s photophysiques d'un oligonucleotide dans lequel sont 
incorpores des molecules de cryptate : 
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On effectue une reaction d'incorporation de K-11-dUTP par la TnT suivant 
I'exemple 9 en multipliant toutes les quantites par 3. On verifie que incorporation 
de K-11-dUTP suit la meme cinetique en realisant la mesure de DF en fonction du 
temps. Apres 80mn de reaction, on I'arrete par 12 pi de solution d'EDTA 400 mM. 

5 On preleve 105 pi de melange reactionnel et on le depose sur une colonne NAPS 
(Pharmacia) equilibree dans du tampon phosphate 10 mM pH 7,4. 

^oligonucleotide est elue par 600 pi de tampon. Cette fraction appelee 
« fraction 1 » (volume d'exdusion) est analysee comme suit : dans les puits d'une 
microplaque on depose 50 pi de fraction 1 auquel on ajoute 200 pi de tampon L ce 

10 qui constitue le « blanc cryptate ». Dans les puits suivants on depose 50 pi de 
fraction 1 et 50 pi de conjugue SA-XLees (CIS bio international) 
(1,5. 10" 8 dans du tampon L) et 150 pi de tampon L ce qui constitue le puit 
« essai ». On mesure la fluorescence a 620 nm et a 665 nm sur un appareil 
DISCOVERY (Microplate HTRF-analyser PACKARD. 

15 





F665 


F620 


Blanc K 


2343 


67481 


Essai 


42982 


37722 



On calcule DF = 100 x (Re-R 0 ) / R 0 = 100 (1,14-0,0347) / 0,0347 = 3180%, 
cette fraction contient done Toligonucleotide marque au cryptate i 

On observe que les fractions obtenues en continuant I'elution (fractions 2, 
20 3 ...) pr6sentent une valeur de DF faible par rapport a celle de F1 et une 
fluorescence brute elevee a 620 nm : elles contiennent done I'exces de K-1 1-dUTP 
non incorpore. 

En comparant la fluorescence obtenue dans la fraction F1 (qui correspond 
aux molecules de cryptate incorporees dans la chaine oligonucl§otidique) avec la 
25 fluorescence de solutions etalon contenant du cryptate a une concentration 
connue, on peut estimer que la fraction F1 contient environ 5.10" 1 1 mol de 
cryptate, etant donne que la quantite d'oligonucl^otide estimee dans la fraction 
F1est de 2.10" 11 / 2.10" 11 = 2,5 de nucleotide marqu§ au cryptate par chaTne 
oligonucleotidique. 

30 II faut noter que ^incorporation de K-dUTP et de dTTP se fait de fa$on 

simultanee et de fa^on statistique. 
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Sur I'extr6mite 3* de chaque chatne oligonucleotidique sont done 
incorpores un nombre variable de nucleotides T et en moyenne, au moins 2 
nucleotides K-dll. 

La dur6e de vie x est calculee a partir de la pente d la droite obtenue en 

5 tra?ant Log Ee20 = f W- 

On mesure la duree de vie de remission a 620nm pour I'oligonucleotide 
marque contenu dans la fraction 1 (tampon phosphate 10 mM pH 7,4) en utilisant 
un fluorimetre en temps resolu KRYPTOR (CIS bio international) avec une 
excitation a 337 nm. On obtient une duree de vie x = 866 \is. Cette duree de vie 
10 est superieure d la duree de vie du conjugue K-11-dUTP (x = 681 ys) mesure 
simultanement dans les memes conditions. 

On observe done une augmentation de la duree de vie du cryptate 
incorpore dans une chaine oligonucleotidique. 

15 EXEMPLE 11 : Synthase de Tadenosine marquee au cryptate d'Europium 
trisbipyridine (conjugue K-9-ATP). 
Dans ce compose, le chiffre 9 indique le nombre total d'atomes du bras 
espaceur qui relie la structure cryptate au nucleotide (ici la liaison se fait en 
position 8 de la purine). 

20 Le nucleoside-triphosphate utilise est le ^(e-aminohexyO-Adenosine-S 1 - 

triphosphate] (AH-ATP, Sigma). On utilise une solution de O.lpmol AH-ATP dans 
100 pi tfhydrogenocarbonate de triethylammonium (TEAB) 0,1 M pH 8 et on ajoute 
100 pi d'une solution de cryptate |TBP-(Eu3+)] active (4 mg/ml dans I'acetonitrile). 
Le cryptate [TBP-(Eu3+)] active (NHS/DCC dans Tacetonitrile) est prepare 

25 extemporan6ment comme decrit dans I'exemple 1 , methode A. 

Apres 35 min sous agitation on ajoute 5 \s\ de TEAB 1M, on concentre de 
moitie puis on injecte le melange sur une colonne Superdex 30 ® HR 10/30 
(Pharmacia) en eluant par du TEAB 50 mM pH 8 contenant 10% d'acetonitrile 
(debit 1ml/min). 

30 On collecte le compose de Rt = 16,7 min, cette fraction denommee 

Fraction 1 est concentree sous vide (speed-vac) jusqu'a un volume de 200 [*l puis 
est injectee sur la meme colonne eluee par un tampon triethylammonium acetate 
25mM pH7 contenant 5% tfacetonitrile. La fraction correspondant au seul pic du 
chromatogramme est collectee (Rt = 17,2 min) et concentree sous vide (speed-vac). 

35 Le spectre UV dans I'eau presente un maximum d 245 nm, un maximum a 

283 nm proche de la Ajnax caracteristique du nucleoside (Ajmax= 279, 8 = 21 000) 
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et un maximum a 303 nm proche de la Xmax de 305 nm (6 =27 000) caracteristique 
du cryptate d'Europium. On observe un rapport A305/A280 = 1 compatible avec la 
strucure proposee. 

La formule du conjugue K-9-ATP est donnee en Figure 3. 

5 

EXEMPLE 12 : Incorporation d'un conjugue UTP-cryptate d'europium trisbipyridine 
(K-11-UTP) au cours d'une reaction de transcription in-vitro (mise 
en evidence par transfert d'energie non radiatif et mesure de 
fluorescence en temps resolu) 

10 

On utilise Tincorporation simultanee de K-11-UTP et de Bio-14-CTP 
(conjugue CTP-Biotine) sur une meme molecule d'ARN par transcription in-vitro. 

1/ Transcription 

15 La reaction de transcription d'un ADN double brin renfermant un 

promoteur (ADN plasmidique pSTP18 et pSTP19 contenant le promoteur T7 et 
Iinearis6 par Eco R1 ) en ARN est faite a I'aide d'un kit de transcription SP6/T7 
(Boehringer-Mannheim). Le transcrit obtenu possede une longueur de 1035 bases. 
Le milieu de transcription contient en plus des ribonucleotides a une 
20 concentration finale de 0 ( 5mM, 0,2% de K-11-UTP et 30% de bio-14-CTP qui 
seront incorpores statistiquement au long de la chaine. 

On utilise le K-1 1-UTP fraction 2 decrit dans Texemple 7 qui est dilue dans 
I'eau de fa^on a obtenir une concentration de 20 pM. 

La solution de bio-14-CTP est preparee par dilution dans I'eau d'une 
25 solution commerciale 10 mM de Biotine-14-CTP (Gibco-BRUUfe Technologies). 

Le milieu de transcription est prepare dans des microtubes pour PCR 
(0,5ml) suivant le tableau ci-dessous ; 



WO 99/18114 



30 



PCIYFR98/02111 





Volume 


Concentration 
finale 


RNTPmarque / 
rNTPmarque+rNTPnaturel 


Tampon de transcription (10X) 


2ul 






ADN plasmide (T7) (0,5pg /pl) 


2mI 






ATP (5 mM) 


2ul 


0,5 mM 




GTP (5 mM) 


2ul 


0,5 mM 




UTP (5 mM) 


2ul 


0,5 mM 




K-11-UTP(20uM) 


2ul 


2gM 


0.4% 


CTP(3.5mM) 


2pl 


0,35 mM 




Bio-14-CTP(1.5 mM) 


2pl 


0.15 mM 


30% 


Inhibiteurde RNase (20 U 


lul 






H 2 0 


1 H I 






T7 RNA polymerase 


2ul 






Volume total 


20ul 







Apres ajout de I'enzyme, on preleve 2 pl de milieu reactionnel qui sont 
immediatement dilues par 38 pi d'une solution EDTA 50 mM pH 8, cette solution 
est ensuite diluee en prelevant 19 pi qui sont dilues par 114 pi de tampon L. Cette 
5 solution servira a constituer un temoin de bruit de fond a to = 0 min. 

Le melange reactionnel est plac6 a 37°C dans un thermocycleur. Apres 
des temps de reaction determines (60 min, 90 min et 120 min), on prefeve 2 pi 
melange reactionnel qui sont dilu§s comme precedemment par 38 pi d'EDTA 
50 mM pH 8. Ces solutions sont ensuite diluees en prelevant 19 pi qui sont dilues 
10 par 1 14 pi de tampon L 

On depose 50 pi de chaque solution diluee correspondant aux temps 
0 min, 60 min, 90 min et 120 min dans les puits d'une microplaque noire (96 well 
flat bottom microplate HTRF, Packard). 

On ajoute 50pl d'une solution de SA-XL665 (CIS bio international) a une 
15 concentration de 6 t 25.10" 7 M dans du tampon L On ajoute ensuite 100 pi de 
tampon L. 

21 Mesure du transfert d'energie en temps resolu 

Apres incubation (15 min a temperature ambiante) on effectue une 
20 mesure de fluorescence a 620 nm et a 665 nm sur un appareil DISCOVERY 
(Packard). 
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Pour chaque temps de reaction considere, on evalue le transfert d'energie 
en calcuiant le rapport Re = F665/F620. Le rapport Ro = F665/F620 pour le temps 
to pemnet d'evaluer le niveau du bruit de fond, la meme mesure faite sur une 
dilution de 2 pi d'un melange reactionnel de transcription dans lequel I'enzyme a 
5 ete remplace par un volume equivalent d'eau donne le meme niveau de bruit de 
fond. 

Le transfert d'energie est calcule par la formule DF = (Re-Ro)/Ro pour 
chaque temps. Les resultats sont reportes dans le tableau 5 ci-dessous. 

Tableau 5 

10 



Temps 
(mn) 


F665 


F620 


Re = F665/F620 


DF = (Re-Ro)/Ro (%) 


0 


2108 


14672 


0,143 


0 


60 


6329 


18755 


0,337 


135 


90 


6672 


17026 


0,392 


174 


120 


7386 


18179 


0,406 


184 



On observe que la valeur DF augrnente, traduisant une augmentation du 
transfert d'energie provenant de ('incorporation du K-11-UTP et du bio-CTP dans 
TARN transcrit. 

15 La reaction de transcription decrite ci-dessus est controlee par 

electrophorese sur gel d'agarose (3%), 

On observe une bande de taille elevee montrant I'integrite du fragment 
d'ARN produit, cette bande est caracterisee par une migration identique a la bande 
produite a partir d'une transcription faite a partir des rNTP naturels seuls. 

20 La courbe des valeurs de DF en fonction du temps de reaction donnee en 

figure 4 montre le proftl typique d'une cinetique d'incorporation de nucleotide au 
cours d'une transcription enzymatique. Ces resultats montrent que le conjugue 
K-1 1-UTP est incorpore efficacement par une RNA polymerase. 

25 EXEMPLE 13 : Incorporation d'un conjugue K-11-dUTP au cours d'une reaction de 
transcription in-vitro (mise en evidence par transfert d'energie non 
radiatif et mesure de fluorescence en temps resolu apres 
hybridation d'une sonde-accepteur) : 
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La reaction de transcription d'un ADN double brin en ARN est faite d I'aide 
d'un kit de transcription (Gibco BRL). L'ADN double brin renfermant le promoteur 
T7 est lui-meme obtenu par une PCR realisee avec un couple d'amorces dont une 
des amorces contient la sequence du promoteur de la 77 RNA polymerase 
5 (EC 2.7.7.6). 

Le transcrit obtenu possede une longueur th6orique de 115 bases. 

Le principe general de la transcription par une RNA polymerase est dealt 
p. 5.58 et 5.59 de « Molecular Cloning, A Laboratory Manual » 2 nd edition, J. 
Sambrook, E.F. Fritsch etT. Maniatis CSH Press 1989. 
10 On peut egalement utiliser une autre RNA polymerase tel que SP6 ou T3 

RNA polymerase : dans ce cas, la sequence de I'amorce PCR concern6e sera 
modifiee pour incorporer le promoteur specifique de la RNA polymerase 
consideree. 

L'incorporation d'un promoteur est decrit dans le § 13.5 et § 23.2 dans 
15 « PCR : Clinical Diagnostics and Research » A ; Rolfs et al. Spinger-Veriag (1992) 
ainsi que dans D.Y. Kwoth et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, (1989), 86, 1173-1177. 
1/Obtention de I'ADN double brin renfermant le promoteur de la RNA 
polymerase : 

On utilise un protocole analogue a celui decrit dans I'exemple 5, mais en 
20 utilisant uniquement des desoxynucleotides afin de generer un produit PCR 
primaire de 117 bp. 

On effectue une deuxieme PCR (PCR secondaire) en utilisant comme 
ADN cible (DNA) 2 pi d'une dilution au 1/1 OO 6 ™ du produit de la PCR primaire. 
Pour cette PCR secondaire, on remplace I'amorce k-ras EX1 Antisens par I'amorce 
25 suivante nommee T7-AS de sequence 

5' d(TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG TGG ATC ATA TTC GTC CAC AAA ATG) y. 

La partie de cette sequence ecrite en italique correspond a la sequence 
du promoteur de la 17 RNA polymerase. 

Uamorce k-ras EX1 Sens possede la sequence suivante : 
30 5 ' d(CTG.CTG.AAAATG.ACT.GAA.TAT) 3 ». 

A I'issu de cette PCR secondaire, on obtient un ADN double brin d'une 
longueur theorique de 132 pb et de sequence suivante (brin sens) : 

5 ' d(CTG CTG AAA ATG.ACT.GAA.TAT.AAA.CTT.GTG.GTA. GTT.GGA.GCT. 
GGT.GGC.GTA.GG C.AAGAGT.GCC.TTG.ACG.ATA.CAG.CTAATT.CAGj^AT.C^T^ 
35 TTT.GTG.GAC.GAA.TAT.GAT.CCA.CCC. CTA. TAG. TGA.GTC.GTA. TTA)^- 
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La partie en italique represente la sequence T7 (brin sens) et la parte 
soulignee represente la sequence correspondant a la sonde lors de I'etape 
d'hybridation. 

La transcription va produire la sequence ARN suivante (sequence 
5 homologue au brin antisens du fragment d'ADN transcrit) dans laquelle la partie 
soulignee correspond a la sequence qui est reconnue par la sonde biotinyt6e : 

5 * pppG.UGG.AUC.AUA.UUC.GUC.CAC.AAA.AUGAUU.CUG.AAU.UAG. 
CA \a 1 IAt i rai J CAA ACU CUU. GCC UAC GCC ACC.AGC.UCC.AAC .UAC.CA 
CAAG.UUU.AUA.UUC.AGU.CAU.UUU.CAG.CAG.GCCy. 
10 La sonde RAS12N utilisfee est biotinylee en 5' et possede la sequence 

suivante : 

Biotine- 5 ' d(GTT.GGA.GCT.GGT.GGC.GTA.GG) 3 -. 
21 Transcription : 

15 Le milieu de transcription contient, en plus des ribonucleotides naturels a 

une concentration finale de 0,5 mM, 2 % de K-11-UTP qui sera incorpore 

statistiquement au long de la chaine d'ARN. 

On utilise le K-1 1-UTP fraction 2 decrit dans Texemple 7 qui est dilue dans 

I'eau de fa?on a obtenir une concentration de 100 pM. 
20 Le milieu de transcription est prepare dans des microtubes pour PCR 

(0,5 ml) suivant le tableau ci-dessous : 





Volume 


Concentration 
finale 


K-1 1-UTP/ 
(K-11-UTP+UTP) 


Tampon de transcription (5X) 


10pl 






ADN PCR positive CT7) 
(0.5pg/ul) 


25ul 






DTT0.1M 


2mI 






Mix rNTPs (5 rnM chaque) 


5gl 


0,5 mM 




K-1 1-UTP (100uM) 


5 H I 


10 uM 


2% 


Inhibiteur de RNase (20 U /uD 


2ul 






HjO 


0.5ul 






T7 RNA polymerase (SO U /pi) 


0.5pl 






Volume total 


50ul 
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Le melange reactionnel est place dans un thermocycleur a 40°C pendant 
120 min, puis on arrete la reaction par 4 pi d'EDTA 0,2 M pH 8. 

Dans un microtube pour PCR, on pr6leve 2 pi du milieu reactionnel et on 
le diiue par 10 pi de sonde RAS12N (0,03 UA260 /ml dans H 2°) P uis on ajoute 
5 13 pi de tampon d'hybridation (tampon phosphate 100 mM pH 7,4 / BSA 0,1 % 
NaCI 1M). On porte 10 min a 70°C puis on hybride 20 min a 45°C dans un 
thermocycleur. 

5,5 pl du milieu d'hybridation ci-dessus sont dilues dans du tampon L 
(qsp 200 pl) pour donner le milieu d'hybridation dilue HTpo S . 
10 On constitue un blanc en effectuant une transcription selon le protocole ci- 

dessus mais en remplagant I'ADN de PCR positive par un volume equivalent de 
milieu PCR provenant d'une reaction de PCR negative qui ne contient pas I'ADN 
cible. 

Le milieu de transcription negative (2 pl) est arrete, puis on effectue une 
15 hybridation comme decrit ci-dessus et on dilue dans du tampon L. On obtient ainsi 
le milieu d'hybridation dilue HT neg . 

3/ Mesure du transfert d'energie en temps resolu 

L'incorporation du cryptate dans la chaine d'ARN est mise en evidence 
20 par I'hybridation d'une sonde complementaire a la sequence d'ARN, cette sonde 
etant marquee avec un conjugue SA-XL665 (CIS bio international) par 
I'intermediaire du couple streptavidine-biotine. 

Dans les puits d'une microplaque noire (96 well flat bottom microplate 
HTRF, Packard), on depose 50 pi de milieu HTpQ S et 50 pl de conjugue SA-XL665 
25 (CIS bio international) dilue a 1,5.10" 10 M dans du tampon L puis on ajoute 100 pl 
de tampon L Ces puits vont permettre la mesure du transfert d'energie par le 
calcul de Re = E665/E620 detaille dans I'exemple 5. 

Dans les puits voisins, on depose 50 pl de milieu HT neg , on ajoute 50 pl 
de conjugue SA-XL665 et 100 pl de tampon L comme decrit ci-dessus. Ces puits 
30 constituent une reference pour evaluer le bruit de fond par le calcul de Ro. 

On effectue une mesure de fluorescence a 620 nm et a 665 nm sur un 
appareil DISCOVERY (Packard). 

Le transfert d'energie est calcule par la formule suivante DF = (Re-Ro)/Ro 
pour chaque temps, les resultats sont reportes dans le tableau 6 d-dessous. 



35 
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Tableau 6 



Milieu 


E665 


E620 


Re = E665/E620 


DF (%) 


HT nP g 


738 


17900 


0,041 




HT n po 


1714 


15010 


0,114 


178 



On observe un transfert de 178 % dans le cas ou la transcription est faite 
5 en presence de I'ADN cible. 
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REVEND1CATI0NS 

1 . Conjugue fluorescent de nucleoside ou de nucleotide, caracterise en ce 
qu'il comprend : 

5 - un ribo- ou desoxyribo-nucleoside ou nucleotide natif ou chimiquement 

modifie ou conjugue a une ou plusieurs molecules marqueuits), dont au moins un 
atome de carbone du cycle ou un atome d'azote exocyclique du cycle purique ou 
pyrimidique, ou encore un atome de carbone de Punite pentofuranose est 
susceptible d'etre implique dans une liaison avec un marqueur fluorescent, et 

10 - au moins un marqueur fluorescent lie au(x)dit(s) atome(s) constitue par 

un cryptate de terre rare. 

2. Conjugue fluorescent de nucleoside ou de nucleotide, caracterise en ce 
qu'il comprend : 

- un ribo- ou desoxyribo-nucleoside ou nucleotide natif ou chimiquement 
15 modifie ou conjugue a une ou plusieurs molecules marqueur(s), dont au moins un 

atome de carbone du cycle ou d'azote exocyclique du cycle purique ou pyrimidique 
est susceptible d'etre implique dans une liaison avec un marqueur fluorescent, et 

- au moins un marqueur fluorescent lie au(x)dit(s) atome(s) constitue par 
un cryptate de terre rare. 

20 3. Conjugue selon les revendications 1 ou 2, caracterise en ce qu'il s'agit 

d'un conjugue fluorescent de nucleotide comprenant un ribo-nucleotide choisi 
parmi AMP, ADP, ATP, GMP, GDP, GTP, CMP, CDP, CTP, UMP, UDP, UTP, TMP, 
TDP, TTP, 2Me AMP, 2Me ADP, 2Me ATP, 1Me GMP, 1Me GDP, 1Me GTP, 5Me 
CMP, 5Me CDP, 5Me CTP, 5MeO CMP, 5MeO CDP, 5MeO CTP, 7-deaza-ATP, 7- 

25 deaza-GTP ou un desoxyribo-nuclfeotide choisi parmi les desoxy- ou did§soxy- 
ribonucleotides correspondant a ceux-ci. 

4. Conjugue selon Tune des revendications 1 £ 3, caracterise en ce que le 
ribo- ou desoxyribo-nucleotide est choisi parmi : 

- les derives de la 2'-desoxy-uridine-5'-triphosphate ou de l'uridine-5'- 
30 triphosphate fonctionnalis6s en position 5 de la base, 

- les derives de la 2 -d6soxy-cytidine-5'-triphosphate ou de la cytidine-5'- 
triphosphate fonctionnalises en position 4 ou 5 de la base, 

- les derives de la 2'-desoxy-adenosine-5 -triphosphate ou de I'adenosine- 
5-triphosphate fonctionnalises en position 6 ou 8 de la base, 

35 - les derives de la 2'-desoxy-guanosine-5'-triphosphate ou de la 

guanosine-5*-triphosphate fonctionnalises en position 6 ou 8 de la base, 
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- les derives de la 2'-desoxy-7-deaza-adenosine-5'-triphosphate ou de la 
7-deaza-ad6nosine-5'-triphosphate fonctionnalises en position 7 de la base, et 

- les d§riv6s de la 2 , -desoxy-7-deaza-guanosine-5 , -triphosphate ou de la 
7-deaza-guanosine-5'-triphosphate fonctionnalises en position 7 de la base. 

5 5. Conjugue selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il s'agit d'un 

conjugue fluorescent de nucleoside dans lequel le ribo- ou desoxyribo-nucteoside 
est choisi parmi A, G, C, U, T f les desoxy- ou didesoxynucleosides correspondants, 
leurs analogues chimiquement modifies. 

6. Conjugue selon la revendication 5, caracterise en ce que le 
10 desoxyribonucleoside est choisi parmi la 3'-azido-3'-desoxythymidine et ses 

derives ; et les analogues 2\ 3-didesoxy de A, T, C, G, U, I. 

7. Conjugue selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, caract6rise 
en ce que le marqueur fluorescent est lie a un groupe fonctionnel introduit ou 
genere sur la base ou sur I'unite pentofuranose du ribo- ou desoxyribo- nucleoside 

15 ou nucleotide, soit directement, sort par Tintermediaire d'un bras espaceur. 

8. Conjugue selon Tune quelconque des revendications 1 a 7, caracterise 
en ce que le marqueur fluorescent est un cryptate de terbium, d'europium, de 
samarium ou de dysprosium. 

9. Conjugue selon Tune quelconque des revendications 1 a 8, caracterise 
20 en ce que le marqueur fluorescent est un cryptate de terre rare constitue d'au 

moins un sel de terre rare complexe par un compose macropolycyclique de formule 




dans laquelle Z est un atome ayant 3 ou 4 valences, R est rien ou represente 
25 I'hydrogene, le groupe hydroxy, un groupe amino ou un radical 
hydrocarbone, les radicaux bivalents ® , ® et (5) , sont independamment Pun 

de I'autre des chaines hydrocarbonees qui contiennent eventuellement un ou 
plusieurs heteroatomes et sont eventuellement interrompues par un 
h6t6romacrocycle, au moins run des radicaux ® , (§) et (5) comportant de plus 
30 au moins un motif moleculaire ou etant essentiellement constitue par un motif 
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mol6culaire, ledit motif moleculaire possedant une energie de triplet sup6rieure a 
celle du niveau emissif de 1'ion de terre rare complexe. 

10. Conjugue selon la revendication 9, caracterise en ce que le marqueur 
fluorescent est un cryptate de terre rare de formule (I) dans laquelle le motif 
5 mol6culaire est choisi parmi la phenanthroline, I'anthracfcne, le benzene, le 
naphtal6ne, les bi- et ter-phenyle, I'azobenzene, I'azopyridine, la pyridine, les 
bipyridines, les bisquinoleines et les composes de formules ci-apres : 

- C2H4 - X1 - C6H4 - X2 - C2H4 - 

- C2H4 - X1 - CH2 - C$H4 - CH2 - X2 - C2H4 - 

10 X1 et X 2 pouvant etre identiques ou differents designent Toxygene, I'azote 

ou le soufre, 




X etant I'oxygene ou Thydrogene. 

11. Conjugu6 selon la revendication 9 ou 10, caracterise en ce que le 
15 marqueur fluorescent est un cryptate de terre rare constitue de Hon terbium ou 
europium complexe par Tun des composes macrocycliques ci-apres : 

(22)phenanthroline ; (22)phenanthroline amide ; (22)anthracene ; 
(22)anthrac6ne amide ; (22)bHsoquinoleine ; (22)biphenyl-bis-pyridine ; 
(22)bipyridine ; (22)bi-pyridine amide; les macropolycycles tris-bipyridine, tris- 
20 phenanthroline, ph6nanthroline-bis-bipyridine, bi-isoquinoleine-bis-bipyridine, bis- 
bipyridine diphenylbipyridine. 
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12. Conjugue selon la revendication 11, caracterise en ce que le marqueur 
fluorescent est le cryptate d'europium Eu trisbipyridine. 

13. Conjugue selon Tune des revendications 1 a 8, caracterise en ce que 
le marqueur fluorescent est un cryptate de terre rare constitue d'au moins un sel de 

5 terre rare complexe par un compose macropolycyclique comprenant un motif 
moleculaire choisi parmi les bipyrazines, les bipyrimidines et les het^rocycles 
azotes comportant des groupements N-oxydes. 

14. Conjugue selon Tune quelconque des revendications 1 a 8, caracterise 
en ce que le marqueur fluorescent est un cryptate de terre rare constitue d'au moins 

10 un sel de terre rare complexe par un compose macropolycyclique repondant a 
Tune des formules II ou III ci-apres : 



Z — Y— NH— OC 



CO— NH— Y— Z 




II 



R-0 



O— Y — Z 




© 



in 



dans lesquels : 



15 



- le cycle de formule 
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est Tun des cycles suivants : 



5 




macrocycle [N 2 OJ ou cycle (22) 
macrocycle [N 2 OJ ou cycle (21) 



macrocycle bis-pyridine 



- Y est un groupe ou un bras d'espacement qui est constitue par un radical 
10 organique bivalent, choisi parmi les groupes alkyfene lineaires ou ramifies en Ci a 

C20 contenant eventuellement une ou plusieurs doubles liaisons et/ou 
eventuellement contenant par un ou plusieurs heteroatomes tels que Toxygene, 
I'azote, le soufre, le phosphore ou un ou plusieurs groupe(s) carbamoyle ou 
carboxamido ; parmi les groupes cycloalkylene en C5 a Ca ou parmi les groupes 
15 arylene en Ce d Cu, lesdits groupes alkylene, cycloalkylene ou arylene etant 
eventuellement substitues par des groupes alkyle, aryle ou sulfonate ; 

- Z est un groupe fonctionnel susceptible de se lier de fa$on covalente 
avec une substance biologique ; 

- R est un groupe methyle ou represente le groupe -Y-Z ; 

20 - R' est I'hydrogene ou un groupe -COOR" dans lequel R" est un groupe 

alkyle en Ci a C10 et repr6sente de preference le groupe methyle, ethyle ou 
tertiobutyle ou bien R 1 est un groupe -CO-NH-Y-Z. 
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15. Conjugue selon Tune quelconque des revendications 1 a 14, 
caracterise en ce que le marqueur fluorescent est lie au ribo- ou au desoxyribo- 
nucleoside ou nucleotide par I'intermediaire d'un bras d'espacement constitue par 
un radical organique bivalent, choisi parmi les groupes alkylene lineaires ou 

5 ramifies en C r C2o, contenant eventuellement une ou plusieurs doubles liaisons ou 
triples liaisons et/ou contenant eventuellement un ou plusieurs heteroatomes, tels 
que I'oxygene, Pazote, le soufre, le phosphore ou un ou plusieurs groupe(s) 
carbamoyle ou carboxamido ; les groupes cycloalkylene en Cs-C 8 et les groupes 
arylene en Ce-Cu, lesdits groupes alkylene, cycloalkylene ou arylene etant 

10 eventuellement substitute par des groupes alkyle, aryle ou sulfonate. 

16. Conjugue selon la revendication 15, caracterise en ce que le bras 
d'espacement est choisi parmi les groupes : 



O 




et 



O O 




20 17. Conjugue selon Tune des revendications 1 a 15, caracterise en ce que le 

desoxyribonucleotide est la desoxyuridine, le marqueur fluorescent est le cryptate 
d'europium Eu trisbipyridine et le bras d'espacement est un groupe 3-aminoallyie. 

18. Procede de preparation des conjugues selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 17, caracterise en ce qu'on fait r6agir un ribo- ou desoxyribo- 

25 nucleoside ou nucleotide natif ou chimiquement modifie ou conjugue a une ou 
plusieurs molecules marqueur(s), dont au moins un atome de carbone du cycle ou 
un atome d'azote exocyclique du cycle purique ou pyrimidique ou encore un atome 
de carbone de I'unite pentafuronose est susceptible d'etre implique dans une 
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liaison avec un marqueur fluorescent avec au moins un marqueur fluorescent lie 
au(x)dit(s) atome(s) constitue par un cryptate de terre rare. 

19. Utilisation d'un conjugue selon Tune quelconque des revendications 1 
a 17 a titre de marqueurs. 
5 20. Utilisation d'un conjugue selon Tune quelconque des revendications 1 

a 3 et 6 d 16 en tant que nucleotide constitutif dans une reaction de synthese 
d'acide nucleique. 

21. Utilisation d'un conjugue selon Tune quelconque des revendications 1 
a 4 et 7 a 16 pour la detection et/ou la localisation de composes contenant au 

10 moins une sequence d'acide nucleique, 

22. Utilisation selon la revendication 20 dans un procede de mesure de 
I'activite enzymatique d'une enzyme impliquee dans une reaction de synthese 
d'acide nucleique, caracterisee en ce que Ton mesure la fluorescence emise 
directement ou indirectement par ledit conjugue, ladite emission de fluorescence 

15 etant correlee au taux d'incorporation dudit conjugue dans le polynucleotide 
d'acide nucleique synthetise. 

23. Utilisation selon la revendication 22, caracterisee en ce que I'activite 
enzymatique est une activite polymerase a ADN ou a ARN t transcriptase inverse, 
transferase ou ligase. 

20 24. Utilisation selon la revendication 20 dans un procede de mesure de 

I'activite enzymatique ayant pour substrat un acide nucleique. 

25. Polynucleotide comprenant au moins un conjugue selon Tune des 
revendications 1 a 3 et 6 a 16. 
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